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RESUMO 
GlnE é uma enzima efetora bifuncional que atua regulando a cascata do 
metabolismo de nitrogênio controlando a atividade da enzima Glutamina Sintetase 
(GS). GS é uma das enzimas centrais envolvidas na assimilação de nitrogênio 
catalisando a conversão de glutamato e amônio em glutamina. A proteína GlnE 
regula a atividade enzimática de GS através da adenililação/desadenilidação de suas 
subunidades. Em H. seropedicae, uma bactéria diazotrófica endofitica, o gene glnE 
foi identificado durante o programa de sequenciamento genômico (GENOP AR). 
Nesse organismo, o gene glnE codifica para uma proteína de 927 aminoácidos que 
apresenta alta similaridade com o gene glnE de outros organismos. O gene glnE é, 
aparentemente, monocistrônico e constitutivamente expresso. Dois domínios 
homólogos conservados foram identificados na proteína GlnE: um na região C-
terminal que possui o sítio de desadenililação e outro na região C-terminal que 
possui o sítio de adenililação. Um cassete de canamicina foi clnserido no gene glnE 
clonado no vetor pUC18. O plasmídeo resultante (PHF16), foi eletroporado na 
estirpe selvagem SMRl de H seropedicae gerando duas estirpes mutantes por 
inserção cromossomal (HEL 1 e HEL2). O mutante HEL 1 apresentou atividade 
nitrogenase reduzida em relação à estirpe selvagem SMRl. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 Fixação biológica de nitrogênio 
Fixação Biológica de Nitrogênio é a capacidade que diferentes grupos 
de procariotos tem de reduzir o nitrogênio atmosférico a amônio; numa reação 
catalisada pelo complexo enzimático da nitrogenase. 
A reação global da redução do N2 pela nitrogenase é a seguinte: 
N2 + 8W + 8e-+ 16ATP.Mg ~ 2ND3 + H2 + 16ADP.Mg + 16Pi 
Os microrganismos que apresentam esta propriedade são denominados 
diazotrofos (POSTGATE et aI., 1982) e contribuem com aproximadamente 60% do 
nitrogênio fixado no planeta, sendo, portanto essenciais para a manutenção do ciclo 
do nitrogênio (BURNS & HARDY et al., 1975). 
A ativação da fixação de nitrogênio pelos organismos diazotróficos 
requer condições ambientais favoráveis. Dentre estas, incluem-se ausência de 
nitrogênio fixado, baixas tensões de oxigênio, presença de molibdênio e temperatura 
adequada para cada organismo (POSTGATE et al., 1982). Tanto o excesso de 
nitrogênio fixado quanto de oxigênio reprimem a expressão dos genes da fixação de 
nitrogênio nos diversos organismos diazotróficos estudados (EADY et al., 1986; 
POSTGATE et al., 1982). 
O nitrogênio está diretamente relacionado com a produtividade 
agrícola (MALIK et aI., 1985). Porém, na maioria dos solos, a disponibilidade deste 
nutriente é pequena quando comparada com a necessidade da cobertura vegetal 
(EPSTEIN et al., 1975) e por este motivo, deve ser constantemente reposto através 
do uso de fertilizante, ou pela otimização do processo de fixação biológica de 
nitrogênio (POSTGATE et al., 1982). 
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1.2 Metabolismo de nitrogênio 
Por ser necessário para a produção de aminoácidos, nucleotídeos, 
NAD, lipopolisacarídeos e peptidioglicanos, o nitrogênio é um dos muitos 
elementos essenciais para a vida. Dentre os seres vivos, as bactérias desenvolveram 
mecanismos para a obtenção de nitrogênio a partir de várias fontes, desde amônio 
até dinitrogênio atmosférico (N2) (ARCONDÉGUY et aI., 2001). Amônio é quase 
sempre preferido como fonte de nitrogênio, podendo ser assimilado diretamente 
como glutamato e glutamina. Fontes orgânicas de nitrogênio, como os aminoácidos, 
precisam sofrer desaminação, e fontes inorgânicas, como N03-, N02- e N2, precisam 
ser reduzidas antes da assimilação (REITZER, 1996). 
Em virtualmente todas as células, glutamato e glutamina servem como 
o doador chave de nitrogênio para reações de biossíntese. Há dois caminhos 
principais que facilitam a incorporação do nitrogênio presente no glutamato e na 
glutamina. Um desses caminhos é mediado pela enzima glutamato desidrogenase 
(GDH). O outro, e mais sensível, é mediado pelas proteínas glutamina sintetase (GS) 
e glutamato sintase (GOGAT). A glutamina sintetase converte glutamato e amônia 
em glutamina, e a glutamato sintase transfere um grupo amido da glutamina para o 
a-cetoglutarato produzindo duas moléculas de glutamato. A diferença de 
sensibilidade entre as duas vias se deve ao fato de que a enzima GDH apresenta um 
alto Km para amônia e, desse modo, atua apenas em altas concentrações desse 
substrato (MERRICK & EDW ARDS, 1995). 
A GS, produto do gene glnA, se apresenta comumente como uma 
enzima dodecamérica com subunidades idênticas de aproximadamente 55 kDa cada 
(figura 1). A estrutura cristalizada dessa enzima revelou que as doze subunidades 
idênticas se arranjam em dois anéis sobrepostos unidos por pontes de hidrogênio e 
interações hidrofóbicas (YAMASHITA et al, 1989). A enzima GOGAT por sua vez 
é formada por duas subunidades não idênticas que, em Escherichia coZi, possuem 
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massa molecular de 53 e 135 kDa e são codificadas pelos genes gltBD. (OLIVER et 
aI., 1987). 
FIGURA 1: Estrutura da enzima Glutamina Sintetase. 
a 
Glutamina Sintetase em vista superior (a) e vista lateral (b). As subunidades da enzima estão 
destacadas em verde e rosa. 
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1.3 Sistema Ntr 
A combinação de experimentos bioquímicos e genéticos levaram ao 
reconhecimento, em enterobactérias, de que a expressão de proteínas relacionadas ao 
catabolismo e à assimilação de nitrogênio é coordenada por um sistema regulatório 
central (MERRICK & EDW ARDS, 1995). Esse sistema global de regulação de 
nitrogênio (sistema Ntr) foi considerado inicialmente como sendo constituído de 
quatro proteínas: GlnD (UTaselUR), GlnB (proteína PII) e proteínas de dois 
componentes histidina quinase NtrB e NtrC, o qual ,em enterobactérias, é co-
transcrito no operon glnA-ntrBC. Posteriormente foi descoberto que GlnK, em E. 
co/i e muitas outras bactérias, também participa do sistema (V AN HEESWIJK et al., 
1996). Atualmente o sistema Ntr engloba as proteínas GlnB (Pll), NtrB, NtrC, GS 
(glutamina sintetase), GlnD (uridilil transferase e removedora de uridilil), GlnE 
(adenilil transferase e removedora de adenilil) e GlnK. O sistema Ntr de 
enterobactérias é usado como modelo por ter sido intensamente estudado. 
O controle da atividade de NtrC em resposta aos níveis de nitrogênio é 
mediada por NtrB. Neste sistema o produto do gene ntrB (NtrB) é uma proteína 
sensora dos níveis intracelulares de amônia e controla a atividade do produto do 
gene ntrC (NtrC) através de reações de fosforilação/desfosforilação (REITZER & 
MAGASANIK, 1983). A proteína NtrC por sua vez, é responsável pela regulação da 
transcrição de uma série de genes envolvidos na assimilação de nitrogênio . 
(MERRICK, 1983) 
Em baixas concentrações de amônia a proteína UTaselUR converte PII 
para a forma uridililada PII-UMP através da ligação de um grupo UMP ao resíduo 
tirosina 51 da proteína PU (SON & RHEE, 1987). PII-UMP não interage com a 
proteína NtrB que, quando livre, sofre autofosforilação no resíduo histidina 139 
(WEISS e MAGASANIK, 1988). Este grupamento fosforil é então transferido da 
proteína NtrB para o resíduo Asp54 do domíno N-terminal da proteína NtrC, que 
somente na forma NtrC-P atua como ativador de transcrição (WEISS et aI. , 1991). 
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Em altas concentrações de nitrogênio a proteína GlnD tem atividade removedora de 
uridilil e desuridilila PIT. Nesta forma, PU interage com NtrB ativando a sua 
atividade de fosfatase (JIANG & NINFA, 1999) que acaba por remover o 
grupamento fosforil da proteína NtrC-P, inativando-a (figura 2). Assim NtrC perde a 
sua capacidade de ativador de transcrição (PORTER et aI., 1995). 




---... ~~ I NtrB I 
~l:~t'-uMP 
+ NH3 
Modelo geral da regulação da fixação biológica de nitrogênio. As setas pretas indicam uma 
condição de excesso de nitrogênio e as setas vermelhas indicam uma condição de nitrogênio 
escasso. 
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1.4 Regulação da atividade da GS 
Em E. co/i e bactérias relacionadas foram descritos três mecanismos 
distintos de regulação da GS. Primeiro, a concentração intracelular da enzima é 
regulada em resposta ao nível intracelular de nitrogênio. Essa resposta é necessária 
para o início da transcrição do gene glnA, já que o promotor glnAp2 desse gene é 
regulado por nitrogênio (REITZER & MAGASANIK, 1985). Em segundo lugar, a 
atividade da enzima é regulada por modificação covalente reversível (ST ADTMAN 
et aI. , 1980) através da adição de grupos adenilil em cada subunidade da enzima, 
sendo a forma GS-AMP inativa. Finalmente, a atividade da GS é controlada 
alostéricamente por uma retro alimentação inibitória acumulativa por oito moléculas: 
triptofano, histidina, carbamil fosfato, glucosamina-6-fosfato, CTP, AMP, alanina e 
glicina (NINFA et al., 1995). 
A regulação da atividade enzimática da GS envolve principalmente 
duas enzimas bifuncionais, urililil transferase (GlnD ou UTase) e adenilil transferase 
(GlnE ou ATase). Quando o nível de nitrogênio é baixo, GlnD (enzima sensora) 
converte PU em PIl-UMP por ligação covalente de um UMP (proveniente de um 
UTP), no resíduo de tirosina na posição 51 (SON & RHEE, 1987). PII-UMP 
interage com GlnE, produto do gene glnE, estimulando sua atividade de 
desadenilação (ANDERSON & STADTMAN, 1970). Em condições de excesso de 
nitrogênio, a atividade de remoção do grupo uridilil é estimulada, e PU-UMP é 
convertida em PIl. A proteína PU interage com GlnE, estimulando a atividade de 
adenililação que converte a GS em GS-AMP inativa (figura 3), conseqüência da 
ligação de um grupo adenilil a cada subunidade da GS (MAGASANIK,1993). 
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FIGURA 3: Regulação da atividade de GS 




Modelo geral da regulação de GS por GlnD e GlnE. As setas pretas indicam urna condição de 
excesso de nitrogênio e as setas vennelhas indicam uma condição de nitrogênio escasso. 
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1.5 Estrutura da proteína GlnE em E. coli 
A proteína GlnE é codificada pelo gene glnE localizado a 68,9 minutos 
no genoma da E. co/i e é constitutivamente expressa (MUSE & BENDER, 1992). É 
uma enzima bifuncional que promove tanto a adenililação quanto a desadenililação 
da GS inativando-a ou ativando-a respectivamente. 
O gene glnE codifica um polipeptídio de cadeia simples com massa 
molecular de aproximadamente 115 kDa (CABAN & GISBURG, 1976). A 
determinação de sua seqüência de nucleotídeos e a análise de seu produto indicam 
que a região N -terminal de GlnE possui alta homologia com a sua região C-terminal 
(van HEESWIJK et aI. , 1993). JAGGI e colaboradores (1997) produziram dois 
polipeptídios, AT -N e AT -C, correspondendo às regiões N-terminal e C-terminal de 
GlnE respectivamente. Neste trabalho foi demonstrado que ambos os domínios, A T -
N e AT -C, possuem atividade catalítica, sendo que o primeiro é responsável pela 
desadenililação e o segundo pela adenililação da GS. Foi então proposto um modelo 
para as atividades de adenililação/desadenililação (JAGGI et aI. , 1997). O sítio que 
promove a desadenililação, localizado no domínio AT-N, possui também um sítio 
para ligação de PU e PII-UMP, enquanto que o sítio que realiza a adenililação, 
localizado no domínio A T -C, possui um sítio para ligação da glutamina. A ligação 
conjunta de PII-UMP com a-cetoglutarato e ATP no domínio AT-N é necessária 
para o início da atividade de desadenilação. Com a ligação de PU-UMP, GlnE 
assume uma conformação "fechada" que, junto com a atividade de desadenilação, 
bloqueia o sítio ativo de adenililação no domínio AT -C. Entretanto, durante a 
atividade de adenililação, a ligação de PU faz com que GlnE assuma uma 
conformação "aberta" expondo o sítio ativo responsável pela adenililação, a qual é 
ativada pela ligação de glutamina no domínio A T -C (figura 4). 
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FIGURA 4: Regulação da atividade da enzima GlnE. 
a) Baixa concentração de amônia 
Sítio de desadenililação 
Sítio de adenililação 
------~~--~--. inativo 
b) Alta concentração de amônia 
Modelo proposto por JAGGI (1997). a) altas concentrações de amônia e b) baixas concentrações de 
amônia. AT-N representa o domínio N-terminal e AT-C o domínio C-terminal da proteína GlnE. 
Estão indicados também os sítios para ligação de glutamina (Gln) e para PIIIPII-UMP. 
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1.6 Herbaspirillum seropedicae 
Herbaspiriflum seropedicae, originalmente isolado de superncies 
desinfetadas de raízes e colmos de milho, arroz e sorgo, foi inicialmente identificado 
como uma nova espécie do gênero Azospirillum (BALDANI et aI. , 1984). 
Posteriormente, foram evidenciadas diferenças em relação a dimensão das células, 
número de flagelos e coloração das colônias (BALDANI et aI. , 1986). F ALK e 
colaboradores (1986), com base em experimentos de hibridização rRNAlDNA 
mostraram a pequena relação fIlogenética entre H. seropedicae, Azospirillum sp e 
Aquaspirillum itersonii; e BALDANI e colaboradores (1986) demonstram que a 
homologia rRNAlDNA entre H seropedicae e Azospirillum spp era menor que 24%. 
Estes últimos propuseram então a criação do gênero Herbaspirillum. Diferenças 
entre Herbaspirillum e Azospirillum também foram confirmadas por seus padrões 
protéicos de membrana em SDS-P AGE (DIANESE et aI. , 1989). 
H seropedicae é classificado como um organismo diazotrófico gram-
negativo, pertencente a subclasse ~ das proteobactérias. As células são vibrióides, 
podendo variar algumas vezes para helicoidais com tamanho que varia de 1,5 a 5 J...lm, 
conforme o meio de cultivo utilizado. Possui de um a três flagelos bipolares e seu 
movimento pode ser observado por microscopia óptica a fresco . H. seropedicae 
apresenta um metabolismo respiratório típico onde o açúcar não é fermentado. Fixa 
nitrogênio atmosférico sob condições microaeróbicas e cresce com dinitrogênio 
gasoso como única fonte de nitrogênio (BALDANI et aI. , 1986). Ácidos orgânicos 
são as principais fontes de carbono, mas glucose, galactose e arabinose também 
podem ser utilizadas . Sacarose, entretanto, não é oxidada. O pH ótimo de 
crescimento é bastante amplo, variando desde 5,3 até 8,0. A temperatura ótima de 
crescimento fica em tomo de 35°C (BALDANI et aI., 1986; FU E BURRIS 1989; 
KLASSEN et aI. , 1997). 
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A importância atribuída a espécie H seropedicae provém da sua 
capacidade de fixação de nitrogênio em associação com gramíneas de interesse 
econômico (DOBEREINER et al ., 1992a). 
O genoma de H seropedicae possui aproximadamente 5,7 milhões de 
pares de bases (RAMOS, 2003) e regiões contendo os genes envolvidos com o 
metabolismo de nitrogênio já foram sequenciadas no Núcleo de Fixação de 
Nitrogênio (figura 5). A primeira região do genoma de H. seropedicae a ser 
seqüenciada continha os genes nifA e nifB (SOUZA et aI. , 1990). O gene glnB que 
codifica para a proteína PIl foi também isolado e seqüenciado (BENELLI et al., 
1997). Em uma terceira região seqüenciada foram isolados os genes glnAntrBC e 
verificou-se que eles se encontram em um único operon (PERSUHN et a!. , 2000). A 
maior região seqüenciada do genoma de H. seropedicae possui os genes nifHD e 
parte do gene nifK (MACHADO et a!., 1995). Uma região de 5,1 Kb a jusante dos 
genes nifHDK foi isolada e seqüenciada (KLASSEN et aI. , 1999a). Os genes 
nifENXorfl orj2orf3 foram identificados nesta região bem como os genes 
nifQmodABCfixXC. Alem desses, foram isolados os genes modE, localizado na 
região a montante do gene nifA (VOIGT, 2000), e os genes glnK e amtB que 
codificam a proteína GlnK e o possível transportador de íons amônio, AmtB 
(NOINDORF, 2000). 
O modelo atual sugere que a regulação da fixação de nitrogênio em H 
seropedicae é modulada por amônio e oxigênio e envolve o sistema ntr e o sistema 
de transdução de sinal nifespecífico envolvendo as proteínas NifA e PIl (PEDROSA 
et al., 2001). Mutantes ntrC e ntrB de H seropedicae apresentaram baixa atividade 
de GS e deficiência nas atividades de adenililação/desadenililação de GS 
(PERSUHN et al., 2000), o que acaba por envolver o gene glnE e o seu produto, a 
proteína GlnE, na regulação da fixação de nitrogênio. Desse modo toma-se 
necessário a continuidade das pesquisas na caracterização dos genes envolvidos na 
fixação de nitrogênio . 
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FIGURA 5: Organização estrutural dos genes envolvidos com a fixação 
biológica de nitrogênio em H. seropedicae. (Autoria da figura: Giseli Klassen) 
"if H D K E N X12 3 Q modAB C fixXC 
nif Â B glnA. "trB C 
Genes envolvidos na fIxação de nitrogênio em H seropedicae seqüenciados e caracterizados no 
Núcleo de Fixação Biológica de Nitrogênio do Departamento de Bioquímica da UFPR. 
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2. OBJETIVOS 
2.1 Objetivos gerais 
• Este projeto tem como objetivo geral a identificação, caracterização estrutural 
e mutagênese sítio dirigida do gene glnE de Herbaspirillum seropedicae. 
2.2 Objetivos específicos 
li) Identificar, no banco de dados do programa GENOP AR clones que 
contenham insertos de DNA de H seropedicae correspondentes ao gene 
glnE; 
• Seqüenciar as extremidades dos insertos de DNA para confIrmar a identidade 
dos clones; 
e Analisar a seqüência de nucleotídeos do gene glnE e sua vizinhança, através 
de programas de Bioinformática, identificando as regiões codificadoras de 
proteínas; 
• Determinar a similaridade do gene isolado com genes glnE de outros 
organIsmos; 
• Obter mutantes gnlE plasmidiais por mutagênese sítio dirigida; 
\I Selecionar mutantes glnE cromossomais de H seropedicae; 
• Determinar a atividade da nitrogenase nos mutantes glnE de H. seropedicae. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Microrganismos e plasmideos 
As estirpes de bactérias e os plasmídeos utilizados estão listados no 
quadro abaixo. 
E. coZi 
DH10B q>80dlacZM115 !J.lacX74 deoR recAI GRANT et al., 1990 
endAI araD139 !J.(ara, leu)7697 galU 







Am R KmR p, 
LacZ, lacI, AmpR, KmR, glnE 




3.2 Condições e meios de cultivo das bactéria~ 
As estirpes de E. co/i foram cultivadas em mei~ líquido Luria-Bertani 
Broth (LB) ou Terrific Broth (TB) a 37°C e sob agitação (200 rpm). Para cultivo em 
meio sólido foi utilizado o meio Luria-Bertani Agar (LA) (SAMBROOK et aI., 
1989). Ao meio foram adicionados antibióticos, de acordo com a resistência da 
estirpe ou do plasmídeo que continham. 
O meio Luria-Bertani Broth (LB) possui a seguinte composição: 
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Triptona 10g/L 
Extrato de levedura 5gIL 
NaCI 10gIL 
o meio LA sólido é preparado pela adição de 15 g/L de ágar ao meio 
líquido antes da autoclavação. 
O meio Terrific Broth (TB) possui a seguinte composição: 
Bacto-triptona 12gIL 
Extrato de levedura 24gIL 
Glicerol 4mL/L 
As estirpes de H seropedicae foram cultivadas a 30°C, sob agitação a 
130rpm em meio NFbHP (KLASSEN et aI., 1997), utilizando malato como fonte de 
carbono, na presença dos respectivos antibióticos. O meio NFbHP possui a seguinte 
composição: 
MgS04.7H2O 2 X 10-1 glL 
NaCl 1 x 10-1 g/L 
CaCb 2 x 10-:': g/L 
Acido nitrilo-triacético 56 x 10-2 alL , o 
FeS04. 7H20 2 x 10-2 g/L 
Malato de sódio 5g/L 
Biotina 1 x 10-4 g/L 
Na2Mo04.2 H20 2 x 10-3 g/L 
MnS04. H20 2,35 x 10-3 g/L 
H3B03 2,8 x 10-3 g/L 
CUS04.5 H20 8 x 10-5 g/L 
ZnS04.7 H20 2,4 x 10-4 g/L 
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No momento do uso foram adicionados ao meio NFb SOrnL/L de 
solução estéril de fosfatos (1S9,4g/L de KH2P04 e 17,8g/L de K2HP04) e 20mL/L 
de cloreto de amônio 1mol/L (NFbHPN) ou SrnL/L de glutamato de sódio 1mol/L 
(NFbHPG) também estéreis, conforme as condições necessárias para cada 
experimento. Os meios NFbHP sólido e semi-sólido foram preparados pela adição 
ao meio líquido de 1S e 1,7Sg/L de ágar, respectivamente. 
3.2.1 Antibióticos 
Os antibióticos usados foram: ampicilina 2S0/J.g/rnL e canamlcma 
SO/J.g/rnL para E. co li; para H seropedicae foi utilizado SOO/J.g/rnL de canamicina e 
80/J.g/rnL de estreptomicina. As soluções estoque de estreptomicina, canamicina e 
ampicilina foram preparadas em água destilada e esterilizadas em membrana 
filtrante Millipore de 0,2/J.m. Os estoques foram mantidos a -20°C e as alíquotas a 
4°C. 
3.3 Manipulação de DNA 
Técnicas de purificação de plasmídeos, ligação, digestão do DNA com 
endonucleases de restrição, eletroforese em gel de ágar e agarose, isolamento de 
fragmentos de DNA em gel de agarose de baixo ponto de fusão foram executadas 
segundo a literatura (SAMBROOK et aI., 1989; AUSUBEL et aI., 1984). 
3.3.1 Purificação de DNA plasmidial 
A extração de plasmídeos a partir de estripes de E. coli foi realizada 
segundo SAMBROOK (1989). Alíquotas de 1,SrnL da cultura cultivada até D.O. 6oo 
~2,0 foram centrifugadas a 13.000rpm por 1 minuto. As células foram, então, 
ressuspensas em 1S0/J.L de tampão GET (SO mmol/L glicose, 2Smmol/L Tris-HCI 
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pH 8,8, 10 mmol/L EDTA pH8,0) e lisadas com IS0J.lL de solução contendo NaOH 
0,2 mollL e SDS 1 %, sob agitação manual. A esta mistura foram adicionados IS0J.lL 
de Kacf (acetato de potássio 3 mol/L, ácido fórmico 1,8 mol/L) e, após agitação, foi 
incubada em banho de gelo por S minutos. Foi adicionado, então, 100J.lL de uma 
mistura de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (2S:24:1) e as amostras foram 
centrifugadas por S minutos a 13. OOOrpm. O sobrenadante resultante foi coletado e 
precipitado com 2 volumes de etanol absoluto. Depois de 20 minutos de repouso em 
temperatura ambiente as amostras foram centrifugadas a 13. OOOrpm por 10 minutos. 
O precipitado foi lavado com etanol 70% e seco à vácuo e, posteriormente, 
dissolvido em 20J.lL de água estéril. 
3.3.2 Purificação de DNA genômico de H. seropedicae 
Células de H. seropedicae de cerca de 1,SrnL de cultura, crescida em 
meio NFbHP, foram coletadas por centrifugação a 13000rpm por 1 minuto. As 
células foram ressuspensas em 200 J.lL de tampão GET (SO mmol/L glicose, 
2Smmol/L Tris-HCI pH 8,8, 10 mmol/L EDTA pH8,0) e lisadas por tratamento com 
lisozima 100J.lg/mL a SO°C por 20 minutos. Em seguida, o material foi incubado 
com proteinase K 200ug/rnL a 37°C por 12 horas. Após esse período a mistura foi 
centrifugada e o sobrenadante coletado foi homogeneizado lentamente com 1 
volume de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico e novamente centrifugado. O DNA 
genômico presente na fase aquosa foi precipitado pela adição de 2 volumes de etanol 
96%, lavado com etanoI80%, seco e ressuspenso em 200J.lL de água ultra pura. 
3.3.3 Seqüenciamento de DNA plasmidial 
O seqüenciamento de DNA foi realizado utilizando o método cujo 
princípio é descrito por SANGER et a!. (1977). O sistema de reação foi feito 
utilizando-se aproximadamente 3S0'llg de DNA de fita dupla, 10pmol de iniciador, 
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4JlL de ET terminador mix (Amersham Biosciences) e água ultra pura suficiente 
para 20JlL. O sistema foi amplificado em termociclador Eppendorf com as seguintes 
condições: 95°C 1 minuto e 35 ciclos de 94°C 20 segundos e 60°C 1 minuto e 30 
segundos . A seguir o produto das reações foi transferido para um novo tubo 
contendo 7JlL de acetato de amônia (7,5 mmol/L) e 70J.lL de etanol 96%. Após 
precipitação, a amostra de DNA foi centrifugada, lavada duas vezes com etano I 80% 
e seca à vácuo. O DNA foi ressuspenso, desnaturado a 95°C por 2 min e aplicado no 
gel do sequenciador automático. 
3.4 Análise da seqüência do gene glnE de Herbaspirillum 
seropedicae 
m. análise da seqüência do gene glnE, bem como de sua vizinhança, foi 
realizada através de programas de Bioinformática, disponíveis em nosso laboratório 
ou de acesso público na Internet, e também manualmente. 
As fases abertas de leitura (do inglês: Open Reading Frame - ORF) 
foram identificadas com o auxilio do programa FramePlot (ISHIKA W A e HOTTA). 
Seqüências de aminoácidos de proteínas homólogas à proteína GnlE de H 
seropedicae foram obtidas no banco de dados do NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Essas seqüências foram alinhadas e comparadas para 
a identificação de regiões conservadas através do programa ClustalW (THOMPSON 
et aI., 1994). A identificação de domínios estruturais foi feita com o auxilio do 
programa SMART (SCHUL TZ et aI., 2000). 
A seqüência completa de nucleotídeos do gene glnE de H. seropedicae 
foi obtida a partir do banco de dados do programa GENOP AR. A identificação de 
possíveis regiões promotoras, sítio de ligação para ribossomo e possíveis seqüências 
terminadoras foram realizadas manualmente. A tradução da seqüência de 
nucleotídeos para a seqüência de aminoácidos foi feita pelo programa STRIDER 
(DOUGLAS, 1994). 
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3.5 Preparo de células eletrocompetentes 
A estirpe DH1 OB de E. coZi foi cultivada em meio LB até D.O.600 entre 
0,8 e 1,0. As células foram coletadas por centrifugação a S.OOOrpm por S minutos a 
4°C. O precipitado de células foi lavado 2 vezes com água ultra pura e gelada e uma 
vez com glicerol1S% estéril e gelado, sendo posteriormente ressuspensas em SOO~L 
da mesma solução. 
A estirpe SMR1 de H. seropedicae foi cultivada em meio NFbHP 
malato contendo NH4Cl 20mmol/L e Sg/L de solução fostato. O procedimento 
utilizado no preparo de células eletrocompetentes foi idêntico ao de E. coZi. 
3.6 Transformação bacteriana 
Os plasmídeos foram transferidos para as diferentes estripes por 
eletroporação. Alíquotas de 20j...lL de células eletrocompetentes (item 3.5) foram 
misturadas a alíquotas de 1 ~L do sistema de ligação (item 3.3) a ser eletroporado. A 
mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporação (BRL) previamente 
resfriada e colocada na câmara de eletroporação. As amostras foram submetidas a 
um choque elétrico de 12 a 16kV para E. coZi e de 8 a 10kV paraH. seropedicae. As 
células de E. coZi foram recuperadas em 1mL de meio Terrifc Broth por um hora a 
37°C. As células de H seropedicae foram recuperadas por 3 horas em 1 mL de meio 
NFbHP malato contendo NH4Cl 20mmol/L, Sg/L de solução fosfato e 1/10 do 
volume de meio LB. 
3.7 Seleção de mutantes cromossomais glnE de Herbaspirillum 
seropedicae 
A estirpe mutante de H. seropedicae foi obtida por inativação do gene 
glnE através da inserção de um cassete de canamicina (Km) obtido a partir do vetor 
pUC4K (Amersham Pharmacia Biotech). 
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3.7.1 Isolamento do cassete de canamicina 
Para isolamento do cassete de canamicina, o vetor pUC4K (anexoI) 
foi digerido com a enzima de restrição Sal! para liberação do fragmento 
correspondente ao cassete de canamicina (1 ,2kb). O fragmento de DNA de interesse 
foi extraído de um gel de agarose de baixo ponto de fusão 0,7%, conforme método 
descrito em SAMBROOK et aI., (1989). 
3.8 Mutagênese sítio dirigida 
O plasmídeo RS03-FP-00-000-014-Rl1, identificado no banco de 
dados do Projeto GENOP AR, possui 1.700 pares de bases correspondentes à região 
intermediária do gene glnE e foi usado como alvo para inserção do cassete. Para isso 
foi realizado um ensaio onde alíquotas de um sistema de restrição foram coletadas 
nos períodos de 15, 30,45 e 60 minutos com o objetivo de se obter uma digestão 
parcial do plasmídeo RI1 com a enzima Sal!. O plasmídeo digerido foi misturado, 
em um sistema de ligação, com o fragmento de DNA correspondente ao cassete de 
canamicina, para gerar clones mutantes para o gene glnE. 
O plasmídeo mutante RS03-FP-00-000-014-R11 contendo inserto de 
canamicina foi eletroporado em H seropedicae estirpe Smr1. Os mutantes glnE 
foram selecionados em NFbRPN sólido contendo 80Ilg/mL de estreptomicina e 
500llg/mL de canamicina. 
3.9 Hibridização do DNA 
A transferência dos fragmentos de DNA para a membrana foi 
realizada pelo método de transferência por capilaridade ascendente como descrito 
em SAMBROOK et al., 1989. As amostras de DNA cromossômico foram tratadas 
com a enzima de restrição EcoRI seguido de separação em gel de agarose 0,8% em 
tampão TBE. Após a corrida, o gel foi corado com brometo de etídio, visualizado 
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em transiluminador de luz ultravioleta e registrado por fotografia. Após este 
procedimento, o gel foi tratado sucessivamente com solução de depurinação 
(0,25mol/L de HCl) por 7 minutos, solução desnaturante (NaOH 0,5 mol/L; NaCl 
1,5 mol/L) por 30 minutos, solução neutralizante (Tris-HCl 1 mol/L pH7,5/ NaCl 
1,5 mol/L) por 20 minutos, e solução de transferência SSC 15X (SSC 20X - NaCl 
3mol/L, citrato trissódico 0,3 mol/L pH 7,0) por 10 minutos. 
As extremidades de uma tira de papel 3MM apoiada em uma lâmina 
. de vidro foram imersas na solução de transferência SSC 15X. O gel foi então 
colocado com a face superior voltada para a ponte de papel 3MM e totalmente 
umedecida com solução SSC 20X. Uma membrana de nylon (Hybond, Armersham) 
do mesmo tamanho do gel e marcada na face de transferência foi colocada sobre a 
face inferior de gel. As bolhas de ar eventualmente presente entre a membrana e o 
gel foram cuidadosamente removidas. A membrana foi então coberta com 3 folhas 
de pape13MM. O sistema foi montado em cuba contendo uma camada de tampão 
SSC 15X de aproximadamente 1 cm e selado com filme de plástico, permitindo o 
fluxo de tampão somente através do gel apoiado na ponte de papel 3MM. Em 
seguida, uma camada de papel absorvente de aproximadamente 10cm foi colocada 
sobre a membrana, pressionada por lâminas de vidro pesando 300-500g. Os 
fragmentos de DNA foram transferidos do gel para a membrana de nylon por ação 
capilar ascendente imposta pelo papel absorvente, por 48 horas. 
Após a transferência, o sistema foi desmontado e a membrana seca a 
temperatura ambiente. O DNA foi fixado à membrana por irradiação com luz 
ultravioleta (30211m) por 5 mino 
3.10 Determinação da atividade da nitrogenase 
A atividade de nitrogenase foi determinada pelo método de redução do 
acetileno (DILWORTH, 1966; SCHOLLORN & BURRIS, 1967) em estirpes de H 
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seropedicae cultivadas em meio NFbHP semi-sólido. A atividade nitrogenase foi 
expressa em llmo1 de etileno formado por mg de proteína por minuto. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 Identificação de clones no banco de dados do Programa 
GENOPAR contendo o gene glnE de Herbaspirillum seropedicae 
o Programa GENOP AR tem o objetivo de seqüenciar completamente 
o genoma da bactéria fixadora de nitrogênio Herbaspirillum seropedicae. Para tanto 
foram construídas várias bibliotecas genômicas em E. colí, utilizando-se os vetores 
de clonagem pUC18 e pUC19 (SAMBROK et a!., 1989). O banco genômico contem 
insertos de DNA de H. seropedicae com tamanhos entre 1,5 e 3,0 kb e as seqüências 
de DNA correspondentes às extremidades 5' e 3' destes insertos estão armazenadas 
no Banco de Dados do Programa GENOP AR (www.genopar.org.br). Fazem parte 
deste Banco de Dados também os resultados das análises feitas pelo programa 
BLASTX das seqüências do Programa GENOP AR contra o banco de proteínas do 
NCBI. 
Uma vez que este projeto teve por objetivo caracterizar o gene glnE de 
H seropedicae, foi realizada uma busca no banco de dados do Programa 
GENOPAR utilizando a palavra-chave glnE (figura 6). Como resultado foram 
identificados três clones: HS03-FP-00-000-014-Hll, HS08-FP-00-000-005-E09 e 
HSI2-FPOO-000-00I-D09. Entre estes, o clone HS03-FP-00-000-014-Hll foi 
selecionado para ensaios de mutagênese sítio dirigida e, a partir deste ponto, este 
clone será referido apenas com Hl1. O clone Hll foi selecionado pois continha uma 
região intermediária significativa do gene glnE com aproximadamente 1700 pares de 
bases e também um sítio único para a enzima SalI que possibilitou os experimentos 
subseqüentes. 
A seqüência obtida com o iniciador universal e disponível no banco de 
dados do Programa GENOP AR possui 900 pares de bases e apresenta grande 
similaridade com a porção inicial do gene glnE (figura 7a). A comparação da 
seqüência obtida com o iniciador reverso também indica similaridade (figura 7b) 
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com a porção inicial do gene glnE. Isso se explica pelo fato das extremidades N-
terminal e C-terminal da proteína GlnE serem semelhantes em sua seqüência de 
aminoácidos (van HEESWIJK et ai., 1993). O DNA inserto do plasmídeo HIl foi 
novamente seqüenciado com os iniciadores universal e reverso para confirmação da 
identidade (figura 8). 
Segundo dados de anotação do genoma do Programa GENOP AR o 
gene glnE de H seropedicae possui 2.784 pares de bases. O inserto de DNA de H 
seropedicae no plasmídeo HIl possui aproximadamente 1.700 pares de bases e a 
seqüência obtida com o iniciador universal (figura 7a) apresenta similaridade com a 
região do aminoácido 109 até o aminoácido 330 da proteína GlnE. Logo, pode-se 
inferir que o plasmídeo corresponde à região intermediária do gene glnE de H 
seropedicae. 
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FIGURA 6: Página de pesquisa do Programa GENOPAR 
~ditar E_ fa\lOrilos FenamentM Ai.Ida 
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R ~glsh'ns 1200 
Procurar Contigs na montagem: r Ultima r Al1otacao r. *Nao procurar'" 
Pesquisar I (Instruções de Pu quis a) 
Exibindo 31 registros encontrados 
I 
ID I DEN~ÇAÇÃO DA I DESCRIÇÃO 
SEQUFNC'IA. 
848804 HS09-RN-00-OOO- (NC _00319 ) reglllatory proteill, P-TI 2, for uitrogen assi11lilalioll by 
-- 06.5-E08.g glntamille f.'Yuthetase, feglllates Gh1L (NRII) 3nd GhIE (ATase) 
-X HS03-FP-00-000- GLNE_HAEIN GLUTAMATE-AMMONIA-IJGASE 
14049 014-Hll .b ADENYLYLTRANSFERASE (GLUTAMINE-SYNTIIETASE 
ADENYL YLTRANSFERASE) (ATASE) 
14051 HS03-FP-00-000-
014-Hl1 .b 
glutamate-allDllouia-ligase adeuylyltransferas e (gInE) 
GLNE ECOLI GLUTAMATE-AMMONIA.-LIGASE 
I ORGANISMO I V~OR 
Salmonella F 
f IWm.uWILTl F 
~ae11lopb.iltL-;: Fe- 4 
urtluenzae Rd 
A palavra chave glnE foi colocada no campo descrição da página de pesquisa (retângulo verde). A 
busca no banco de dados do Programa GENOP AR indicou que uma seqüência similar ao gene glnE 
havia sido identificada no plasmídeo HS03-FP-OO-OOO-014-Hll (retângulo vermelho). 
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FIGURA 7: Comparação da seqüência do plasmídeo HS03-FP-OO-OOO-014-Hll, 
obtidas no pelo Programa GENOP AR, com o GenBank. 
a) Seqüência obtida com o iniciador universal 
Probable Glutamine-Synthetase AdenylyJtransferase - Ralstonia solanacearum 
Length = 955 E-value= 2e-64 
Query: 50 LDEVVTTMTGFADFAVQTHLAALMQEQTALYGLPIGEESGRPQEMIVLGMGKLGGGELNV 229 
LDEV MT FA+FAV+ +A + QE AL+G P+G+ SG QE++V+GMGKLGG ELNV 
Sbjct: 109 LDEVTGAMTDFAEFAVRAAIAVIGQELGALHGQPVGQSSGEVQELVVVGMGKLGGRELNV 168 
Query: 230 SSDIDLIFVYPEDGDTRAEAGQKSLSNHEFFVRLGKKLIGALAEITEDGFTFRVDMALRP 409 
SSDIDLIF+Y E+GDT + G + LSNHE+F +LG++LI ALA++TEDG+ FRVDM LRP 
Sbjct: 169 SSDIDLIFLYDEEGDT--QGGPRPLSNHEYFTKLGRRLINALADVTEDGYVFRVDMRLRP 226 
Query: 410 NGNSGPLVASFNMVEEYLVRQGREWERYAWTKARALT--GTPED---IATLEAISRPFIF 574 
NG++GPL S M+EEY V QGREWERYAW K R +T G+P I LE ++ PF+F 
Sbjct: 227 NGDAGPLACSLGMLEEYFVVQGREWERYAWIKGRVITDPGSPHAARVIQQLERVTTPFVF 286 
Query: 575 RRYLDYGSIDALRSMHGQlRAEVKRHEALLSDRRKTSSWGRADSGEQVH 721 
RRYLDYG I A+R++H QlRAE + + + G DS Q H 
Sbjct: 287 RRYLDYGVlAAIRALHAQlRAEAAKRSNAANRQH-----GGHDSQVQAH 330 
b) Seqüência obtida com o iniciador reverso 
Glutamine-synthetase adenyly1transferase - Haemophilus influenzae 





E-value = 4e-04 
GLPIGEESGRPQEMIALGMGKLGVGELDVSSDIERGGVYPEVRRIACAEVRGTNSGAPHQ 329 





Seqüências do plasmíded HS03-FP-OO-OOO-OI4-Hll obtidas com os iniciadores universal (a) e 
reverso (b).E-Value é um índice que reflete a probabilidade da seqüência submetida ser igual à 
encontrada no banco aleatoriamente. Quanto menor o "E Value", maior a probabilidade de as 
seqüências serem semelhantes em decorrência de origem evolutiva comum ou mesma função (o 
baixo valor de E-Value obtido indica que a probabilidade dessa similaridade ter sido encontrada por 
acaso é muito baixa). Na comparação entre as seqüências "Query" representa o intervalo de bases 
da seqüência submetida que apresenta similaridade com a seqüência depositada no GenBank. 
"Subject" representa a seqüência de aminoácidos correspondente ao intervalo de bases analisado. 
"Lenght" refere-se ao número de aminoácidos da proteína com a qual foi encontrada similaridade. 
o programa utilizado foi o BLASTx (ALTSCHUL et aI., 1997). 
FIGURA 8: Confirmação da identidade do plasmídeo Hll 
Glutamine-synthetase adenylyltransferase - Haemophilus influenzae 
Length = 981 E-value 2e-57 
Query: 48 QRLEHDLAS---GLSLPAAMRRLRNLVICTLITRDLDGRGDLDEVVTTMTGFADFAVQTH 218 
+RL +LA+ +L +R+ RN+ + L ++E+ ++ A+ + 
Sbjct: 88 ERLNKELANVHDETALYQTLRQFRNIEMAKLSFCQSLNLATVEEIFVQLSQLAESLllAA 147 
Query: 219 LAALMQEQTALYGLPIGEESGRPQEMIVLGMGKLGGGELNVSSDI DLI FVYPEDGD TRAE 398 
L + A G P+ +E G PQ++ +LGMGKLGG ELN SSDIDLIF YP G+T E 
Sbjct: 148 RDWLYHQACAEIGTPM-DEQGNPQQLYILGMGKLGGFELNFSSDIDLIFTYPSQGETSVE 206 
Query: 399 A--GQKSLSNHEFFVRLGKKLIGALAEITEDGFTFRVDMALRPNGNSGPLVASFNMVEEY 572 
++S+ N +FF RLG++LI AL E T DGF +R DM LRP G+SG LV SF+ +E+Y 
Sbjct: 207 NTNARRSVDNGKFFTRLGQRLISALDEFTSDGFVYRTDMRLRPFGDSGVLVLSFSAMEQY 266 
Query: 573 LVRQGREWERYAWTKARALTGTPED--IATLEAISRPFIFRRYLDYGSIDALRSMHGQIR 746 
QGR+WERYA K R L +D ++ L+ + RPF++RRY+D+ I +LR M G+I 
Sbjct: 267 YQDQGRDWERYAMIKGRVLGAQTKDPNVSKLKKMLRPFVYRRYIDFSVIQSLREMKGKIE 326 
Seqüência do clone H11 obtida com o iniciador universal. 
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4.2 Análise de um fragmento de DNA cromossomal de H. 
seropedicae contendo o gene glnE 
A região do genoma de H seropedicae na qual esta inserido o gene 
glnE foi completamente seqüenciada (Programa GENOP AR). Um fragmento de 
25kb, contendo o gene glnE, foi selecionado dessa região para uma análise mais 
detalhada. 
Utilizando-se o programa FramePlot (ISHlKA W A e HOTTA, 1999) 
foram identificadas as prováveis fases de leitura (ORFs) contidas na sua seqüência. 
Esse programa gera, a partir da seqüência submetida, dois gráficos: um contendo as 
possíveis fases apresentadas em formato de setas, dispostas nas seis fases de leitura -
3, -2, -1, 1, 2 e 3, e outro indicando a porcentagem de G-C na terceira base do códon 
e para cada fase de leitura separadamente de cada ORF (figura 9). Cada seta permite 
acessar a seqüência de bases da ORFs, bem como a seqüência de aminoácidos. A 
validação das ORFs se deu pela comparação da seqüência com o banco de dados de 
proteínas do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) através do programa BLASTp 
(ALTSCHUL et aI., 1997) que faz uma busca por de similaridade entre seqüências 
de aminoácidos. 
Um total de 17 genes foram identificados no fragmento analisado 
(figura 10). A montante ao gene glnE foi identificado um gene que codifica uma 
provável proteína transmembrana de função desconhecida e a jusante foi 
identificado um gene que codifica uma metil-transferase dependente de SAM (S-
adenosil metionina). Em E. coZi esta proteína esta relaciona com a resistência a 
telurite (Te03 -2) (LIU, et aI, 2000). Ambos são expressos em orientação contrária ao 
gene glnE o que sugere que o mesmo é monocistrônico. Os demais genes 
identificados pelo programa BLAST apresentaram alta similaridade para as 
seguintes proteínas: 1) UDP-N-acetilenolpiruvoil glucosamina redutase; 2) Proteína 
conservada não caracterizada; 3) Fosfo-2-hidro-3 deoxiheptonato aldolase; 4) 
Provável proteína TDLL; 5) Amido hidrolase; 6) Proteína hipotética CV2975; 7) 
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Gliceraldeído 3 fosfato desidrogenase; 18) Acetil transferase; 19) Transcetolase; 10) 
Proteína conservada, 11) Amidotransferase; 12)Transportador ABC lipoproteína; 
13) Transportador ABC permease; 14) Proteína hipotética. 
Figura 9: Identificação de ORFs pelo programa FramePlot 
1 fi I ~ I ~~;:;:h;:fM:~~~~~;:;~;:;E~=t-::=:::;:tr~~~~~~~~~~;m!JI I 2 II }--TI>"' >---77)-t 
3 ~>r--f I I )>-----~ )---111 
-1 I ( « < I ( ( ( « t«--------<t---
-2 111- ~«-« I( (4: « < ~ I 1« ( «J II <I K--< IIII « ( HC' ( I I 
-3 I I I < II II 11 I 11 111 I I I I I I I • I I I I II I I 11----< 
G/C% 
I , , I ' , I , I , 
10000 11000 12000 13000 
As setas representam as ORFs que foram 10caJizadas pelo programa FramePlot. Os números à 
esquerda indicam as fases de leitura 1, 2, 3, -1 , -2 e -3 . As linhas do gráfico abaixo das setas 
referem-se ao conteúdo de G/C de cada ORF. O gene glnE está destacado no box. 
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FIGURA 10: Identificação de proteínas a montante e a jusante ao gene glnE em 
H. seropedicae. 
2 3 4 5 6 
7. GlnE 
8 9 10 11 12 
13 14 15 16 17 
1) UDP-N-acetilenolpiruvoil glucosamina redutase; 2) Proteína conservada não caracterizada; 3) 
Fosfo-2-hidro-3 deoxiheptonato aldolase; 4) Provável proteína TDLL; 5) Amido hidrolase; 6) 
Provável proteína de membrana; 7) GlnE; 8) Metil transferase SAM dependente; 9) Proteína 
hipotética CV2975; 10) Gliceraldeído 3 fosfato desidrogenase; 11) Acetil transferase; 12) 
Transcetolase; 13) Proteína conservada, 14) Amidotransferase; 15)Transportador ABC lipoproteína; 
16) Transportador ABC permease; 17) Proteína hipotética. 
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4.2.1 Análise do gene glnE de H. seropedicae 
o gene glnE de H seropedicae possui 2.784 pares de bases que 
codificam a proteína GlnE de 927 aminoácidos (figura 11). A montante do códon de 
início de transcrição (5'ATG3') há um provável sítio de ligação para ribossomo 
(5'GAAG3') e três possíveis regiões promotoras: uma dependente do fator (370 e 
duas dependentes do fator (354. A comparação entre as seqüências consenso para 
esses promotores e as seqüências localizadas a montante ao códon de início de 
transcrição do gene glnE apresentam uma baixa similaridade (figura 12). Além 
disso, um desses possíveis promotores pode estar relacionado com a proteína 
transmembrana localizada a montante ao glnE e que é transcrita no sentido inverso 
em relação a esse gene (figura 10). Existe uma probabilidade maior de que o 
promotor realmente envolvido na transcrição do gene glnE seja aquele dependente 
de (370, já que este gene é constitutivamente expresso e não apenas em condições 
limitantes de nitrogênio. Para identificar sob influência de qual desses promotores o 
gene glnE está sujeito, seria necessário construir uma fusão da região promotora 
com um gene repórter e medir a sua atividade. A jusante ao códon de ténnino de 
transcrição (5'TGA3') há uma seqüência palindrômica 
(5'GAAAAACGGGATGCACCtgccGGTGTATCCCGTTTTTC3') que pode estar 
atuando como um tenninador de transcrição pela fonnação de um grampo 
(independente de p). Em E. colí o gene glnE é co-transcrito em um operon com os 
genes ... ( van Heeswijk WC) 
4.2.2 Análise da proteína GlnE 
A proteína GlnE de H seropedicae foi comparada com proteínas GlnE 
de outros organismos. A identificação de regiões conservadas foi detenninada pelo 
alinhamento múltiplo de seqüências através programa ClustalW (THOMPSON et 
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aI. , 1994). A análise dos domínios da proteína foi feita utilizando-se o programa 
SMART (SCHULTZ et aI. , 2000). 
GlnE é uma enzima bifuncional que catalisa tanto a adenililação 
quanto a desadenililação da glutamina sintetase regulando sua atividade. Segundo 
JAGGI e colaboradores (1997) em E. colí esses domínios são homólogos estando o 
sítio de desadenililação na região N-terminal (aminoácidos 117 a 184) e o sítio de 
adenililação na região C-terminal (aminoácidos 643 a 711). O alinhamento múltiplo 
das seqüências de aminoácidos das proteínas GlnE realizado pelo programa 
ClustalW corrobora esse dado (figura 13). Na região N-terminal há um domínio 
conservado que é homólogo a outro domínio conservado presente na região C-
terminial. Em H seropedicae esses domínios podem ser representados pelas 
seqüências de aminoácidos: 
• N-terminal: 151 M I ~ L G M G K L G G GN N V S n I ~ L I ~ V ~ 177 
• C-terminal: 674 F A ~ I A Y G K L G G K~.:J Y A lj L ~ V V ~ L ~ 700 
Provavelmente os sítios de adenililação e desadenililação possuem 
maIS aminoácidos do que os mostrados acima, mas essa é uma região altamente 
conservada e que possui maior homologia entre os domínios, apresentando 
aminoácidos iguais e outros que pertencem a um mesmo grupo. A jusante ao sítio de 
desadenililação, ainda na porção N-terminal, existem mais um região altamente 
conservada, mas esta não possui correspondente na porção C-terminal. Essa região 
conservada, intermediária entre os sítios catalíticos, pode estar relacionada ao sítio 
de interação da proteína GlnE com PII/PII-UMP (figura 13). 
A busca por domínios estruturais permitiu a observação de dois 
domínios repetidos, um próximo ao início e outro próximo ao fim da proteína que, 
provavelmente, correspondem aos sítios de adenililação e desadenililação 
respectivamente (figura 14a). A busca por domínios conservados nas proteínas GlnE 
de Ralstonia solanacearum (figura 14b) e Escherichia colí (figura 14c) forneceram 
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resultados semelhantes, nos quais apenas dois domínios conservados foram 
reconhecidos. Este resultado corrobora os dados obtidos com o programa ClustalW. 
Observa-se que em R. solanacearum e E. coZi os domínios repetidos são 
identificados como pertencentes à proteína GlnE, pois o genoma dessas bactérias já 
foi plenamente seqüenciado e anotado sendo que muitas das suas proteínas já foram 
caracterizadas. Entretanto, na seqüência de H. seropedicae, foram encontrados 
apenas dois domínios repetidos, característico de enzimas nucleotidil-transferase, 
mas que não foram identificados como GlnE. Isso pode estar relacionado com o fato 
da proteína ainda não ter sido caracterizada em H. seropedicae. O provável domínio 
correspondente ao sítio de ligação para PIIIPII-UMP não aparece no resultado, 
possivelmente por ainda não ter sido descrito e não estar nos bancos de dados 
internacionais. 
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FIGURA 11: Seqüência do gene glnE de H. seropedicae 
1 CAG GAT GCA ATG GCA GCT CGG GAT TCA AAG ATT TCT GGC AAT ACG GCA GTT CAG GCA GGT 60 
-24 promotor 1 -12 
61 GAA GCG GTG ACA TGA TCG CAT GGA AAA CAT GGC CAT GCC ATC TGC GCA ATG CCC TTC CTG 121 
-24 promotor 2 -12 -35 promotor 3 -10 
121 GGT GCA AAA TGG CCG ATA AAT TGA AAA ATG AAG GAT AGA ATC CCC TCT CTG GCC CAT CCG 181 
181 TCA GGC CCA TGT CAG CCC TGT CCC ACC CTG TCC GAT TAT CGA CGC GGC GCA ACA TGA CTG 240 
M A A G F P S F T L C C G A F Q T L 
241 G CGA CAT GGC CGC CGG TTT TCC TTC TTT TAC ACT TTG CTG CGG AGC TTT CCA GAC GCT 300 
M P V F S P A H H R S L V E A S S S R Y 
301 TAT GCC GGT CTT CTC GCC TGC CCA TCA CCG CTC CCT CGT CGA GGC CTC GTC CTC GCG CTA 360 
Y T R W T Q A O P A R P A L V A A A A A 
361 CTA CAC CCG CTG GAC CCA GGC CGA CCC GGC CCG CCC CGC CCT GGT GGC TGC CGC GGC GGC 420 
A G A L O R A F L Q Q R L E H O L A S G 
421 CGC CGG TGC GCT TGA CCG CGC CTT CCT GCA GCA GCG CCT GGA GCA CGA CCT GGC CAG CGG 480 
L S L P A A M R R L R N L V I C T L I T 
481 CCT GAG CCT GCC GGC GGC CAT GCG CCG GCT GCG CAA CCT GGT CAT CTG CAC CCT GAT CAC 540 
R O L O G R G O L O E V V T T M T G F A 
541 GCG CGA CCT CGA TGG CCG TGG CGA CCT CGA CGA AGT CGT AAC TAC CAT GAC CGG CTT TGC 600 
o F A V Q T H L A A L M Q E Q T A L Y G 
601 CGA CTT TGC CGT GCA GAC CCA CCT GGC GGC GCT GAT GCA GGA ACA GAC TGC GCT CTA CGG 660 
L P I G E E S G R P Q E M I V L G M G K 
661 CCT GCC CAT CGG CGA GGA ATC AGG ACG GCC GCA GGA AAT GAT CGT GCT GGG CAT GGG CAA 720 
L G G G E L N V S S O I O L I F V Y P E 
721 GCT GGG TGG GGG CGA ACT CAA TGT CTC CTC CGA CAT CGA CCT CAT CTT CGT CTA TCC CGA 780 
o G O T R A E A G Q K S L S N H E F F V 
781 AGA CGG CGA TAC CCG CGC CGA GGC CGG CCA GAA ATC GCT GTC CAA CCA TGA ATT CTT CGT 840 
R L G K K L I G A L A E I T E O G F T F 
841 GCG GCT GGG CAA GAA GCT CAT CGG TGC GCT GGC CGA GAT CAC TGA GGA CGG TTT CAC CTT 900 
R V O M A L R P N G N S G P L V A S F N 
901 CCG GGT CGA CAT GGC GCT GCG CCC CAA CGG CAA CTC CGG CCC GCT GGT GGC CAG TTT CAA 960 
M V E E Y L V R Q G R E W E R Y A W T K 
961 CAT GGT GGA GGA ATA CCT GGT GCG CCA GGG CCG AGA ATG GGA ACG CTA TGC CTG GAC CAA 1020 
A R A L T G T P E O I A T L E A I S R P 
1021 GGC GCG CGC CCT CAC CGG CAC GCC GGA AGA CAT CGC CAC GCT GGA AGC GAT CAG CCG CCC 1080 
F I F R R Y L O Y G S IDA L R S M H G 
1081 CTT CAT CTT CCG CCG CTA TCT CGA CTA CGG CTC CAT CGA CGC GCT GCG CTC CAT GCA CGG 1140 
Q I R A E V K R Q E A L H P O R S N N V 
1141 GCA GAT CCG CGC CGA GGT CAA GCG CCA GGA AGC CCT GCA CCC GGA CCG CAG CAA CAA CGT 1200 
K L G R G G I R E I E F T S Q V F Q L I 
1201 CAA GCT GGG CCG TGG CGG CAT TCG CGA GAT CGA GTT CAC CAG CCA GGT ATT CCA GCT GAT 1260 
R G G R O A E L R O R S T R T T L R T L 
1261 CCG GGG CGG GCG CGA TGC CGA GCT GCG CGA CCG CTC CAC CCG CAC CAC CCT GCG CAC CCT 1320 
A A K O L L A P E V V E Q L L H A Y T F 
1321 GGC CGC CAA GGA CCT GCT CGC ACC CGA GGT GGT GGA GCA ATT GCT GCA CGC CTA CAC CTT 1380 
Continua 
L R N L E H R L Q Y L E D A Q T H T L P 
1381 CCT GCG CAA TCT CGA ACA CCG CCT GCA ATA CCT GGA AGA CGC CCA GAC CCA CAC CCT GCC 1440 
V N P D D L L L V A R M M G Y E E P A A 
1441 CGT CAA TCC CGA CGA CCT GCT GCT GGT GGC CCG GAT GAT GGG CTA TGA GGA ACC GGC CGC 1500 
L L H E L E R Q R A I V A A Q F D A I F 
1501 GCT GCT GCA CGA ACT GGA GCG CCA GCG CGC CAT CGT CGC CGC CCA GTT CGA CGC CAT CTT 1560 
A D K Q S E A D N D G P S V S V S D N D 
1561 CGC CGA CAA GCA GTC CGA GGC CGA CAA CGA CGG CCC CAG CGT GAG TGT GAG CGA TAA CGA 1620 
N L E G L A D A L R L V G F P E A D I A 
1621 CAA TCT CGA AGG ACT CGC CGA CGC CCT GCG CCT GGT CGG TTT CCC CGA GGC CGA CAT CGC 1680 
D G A R R L H L T W Q S P R M Q S L P E 
1681 CGA CGG TGC GCG GCG ACT GCA CCT GAC CTG GCA ATC CCC GCG CAT GCA AAG CCT GCC CGA 1740 
A S R N R L N T V I N T S L P L L A A L 
1741 GGC CAG CCG CAA CCG CCT CAA CAC CGT CAT CAA CAC CAG CCT GCC GCT GCT GGC GGC ACT 1800 
H Y D Q L P A L G R L L D L L E A I A R 
1801 GCA CTA CGA CCA GCT GCC CGC CCT GGG ACG ACT GCT CGA CCT GCT TGA AGC GAT TGC CCG 1860 
R A A Y L A L L T E Y P Y A L Q R L V R 
1861 CCG CGC CGC CTA CCT GGC GCT GCT GAC CGA GTA TCC CTA TGC CCT GCA ACG CCT GGT GCG 1920 
M I G A S G W A A T Y L T R H P L L L D 
1921 CAT GAT CGG CGC CAG TGG CTG GGC CGC GAC CTA CCT CAC GCG CCA CCC GCT GCT GCT GGA 1980 
E L L D D R N L K A A S D W A A F A E N 
1981 TGA ATT GCT GGA TGA CCG CAA CCT CAA GGC CGC CTC CGA CTG GGC CGC CTT CGC CGA GAA 2040 
C R R Q L A T A E G D T E R Q L D I L R 
2041 CTG CCG CCG TCA ACT CGC CAC CGC CGA GGG CGA TAC CGA ACG CCA GCT CGA CAT CCT GCG 2100 
E L H H A E Q F R L L A Q D L E G D L S 
2101 CGA GTT GCA CCA TGC CGA GCA GTT CCG TCT GCT GGC GCA AGA CCT GGA GGG CGA CCT GTC 2160 
V E K L A D E L S A L A D V L V Q V T I 
2161 GGT GGA AAA ACT GGC CGA CGA ACT CTC TGC CCT GGC CGA TGT ACT GGT GCA AGT CAC CAT 2220 
E A V W Q T V A Q R H R E V P Q F A V I 
2221 CGA GGC GGT CTG GCA GAC CGT TGC CCA GCG CCA TCG CGA GGT GCC GCA GTT CGC GGT GAT 2280 
A Y G K L G G K E L G Y A S D L D V V F 
2281 CGC CTA TGG CAA GCT GGG CGG CAA GGA ACT GGG CTA TGC CTC CGA CCT GGA CGT GGT CTT 2340 
L Y D D E D Q D A P G L Y A K L A Q R F 
2341 CCT CTA CGA CGA CGA AGA CCA GGA CGC CCC CGG CCT CTA CGC CAA GCT GGC GCA GCG CTT 2400 
I T W M T S H T P A G T L F D I D I A L 
2401 CAT CAC TTG GAT GAC CAG CCA CAC CCC GGC CGG CAC GCT GTT CGA CAT CGA CAT CGC CCT 2460 
R P D G A S G L L V S P L S S F E K Y Q 
2461 GCG TCC GGA CGG CGC CAG CGG CCT GTT GGT CTC GCC CTT GTC TTC CTT CGA GAA ATA CCA 2520 
L N A A W I W E H Q A L T R A R F C A G 
2521 GCT CAA TGC GGC CTG GAT CTG GGA ACA CCA GGC GCT CAC GCG GGC GCG CTT CTG CGC GGG 2580 
D T A I G E R F E A L R E R V L R Q P R 
2581 AGA TAC GGC CAT CGG CGA GCG CTT TGA AGC GCT GCG CGA ACG GGT GCT GCG CCA GCC GCG 2641 
D P A R L E E E V L S M R R R M R E A H 
2641 CGA TCC GGC CAG GCT GGA AGA AGA AGT CCT GTC GAT GCG ACG GCG CAT GCG CGA GGC TCA 2700 
P N R S T M F D L K H D E G G M I D I E 
2701 TCC CAA CCG CAG CAC CAT GTT CGA CCT CAA ACA CGA TGA GGG CGG CAT GAT CGA CAT CGA 2760 
F M V Q Y L V L R H A S D H P Q L T G D 




I G N I A L L K L A G Q L G L I O A L L 
2821 CAT CGG CAA TAT CGC CCT GCT CAA GCT GGC CGG ACA GCT GGG GCT GAT CGA TGC GCT GCT 2880 
A O E A A N A Y R L F R K L Q H Q I R L 
2881 GGC CGA CGA GGC CGC CAA TGC CTA TCG CCT CTT CCG CAA GCT GCA GCA CCA GAT CCG CCT 2940 
Q G S E R A H I O A I R V E H E R A C V 
2941 GCA GGG TTC AGA ACG CGC CCA TAT CGA TGC GAT CCG GGT GGA GCA TGA GCG GGC ATG CGT 3000 
I R L W Q Q V F G * 
3001 GAT CCG GCT GTG GCA GCA AGT CTT TGG CTG ATC CTG GGC CGG GCC GGC CCC AGG GTG CCG 3060 
3061 GTG AAC GAA AAA CGG GAT GCA CCT GCC GGT GTA TCC CGT TTT TCA TGT CCA GCG CTG AGC 3120 
3121 CM CAG CGA GGT CGC C 
A seqüência de bases do gene glnE é mostrada em azul. Os códons de início (ATO) e término 
(TOA) de tradução estão sublinhados. Acima da seqüência de bases está a seqüência traduzida em 
aminoácidos obtida com o programa Strider. A montante ao códon de inicio de tradução há um 
provável sítio de ligação para ribossomo (em vermelho), duas possíveis regiões promotoras 
dependente do fator 0 54 (em verde -promotores 1 e 2) e uma possível região promotora dependente 
do fator 0 70 (em roxo - promotor 3). A jusante ao códon de parada de transcrição (TOA) há uma 
seqüência palindrômica (em negrito) que pode atuar com terminador de transcrição. 











TTGACA N15-17 TATAAT ------- -------
TAAATTGAAAAATGAAGGATAGAAT 
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Comparação entre as seqüências consenso e aquelas localizadas a montante ao gene glnE para os 
promotores dependentes de (J70 e (J54 . Em negrito estão as bases conservadas. Na seqüência 
consenso de (J54 "Y" representa bases pirimídicas e "R" representa bases púricas. 
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FIGURA 13: Comparação da seqüência de aminoácidos da proteína GlnE de 
H. seropedicae com proteínas GlnE de Ralstonia solanacearum, Burkholderia 
fungorum, Cromobacterium violaceum, Escherichia coli e Azotobacter vinelandi. 
CLUSTAL W (1 . 82) mu l tiple sequence al i gnment 
R . solanacearum 
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E . col i 




C . violaceum 
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H. seropedicae 
C . vio l aceum 
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C . vio l aceum 
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--------------------------MKP LS------SP---LQQY-----WQTVVERLP 20 
MGGCG I VVSGRRVI RLS CS FTTKQWRFQP PSEDFCKITPRVGLNRFGKSGRYQDTSMSLP 60 
TPACPSEAPGAVLPF SLN---------------------------------YSRYVQRLA 41 
SNERARP LKTDATLLSSS---------------------------------YSHY RAA 37 
TLMPVF SPAHHRSLVEAS---------------------------------SSRY YTRWT 43 
----MPANTSAAIARS CE---------------------------------FS QYLHRLL 23 
----EPLAEESLSAQAKS------------------------------VLTFSDFVQDSV 46 
TL I DLPPALETLGNQALQRFGEAAGTLGDSPATPFADWPPARRAAFARVCANSGFVLERA 120 
* : 
QARA- GWAE RVQAAAAG-P I SVAWLSARFGELFEAAAAEP-----EQALKRALRLLRNEV 94 
AARP- QLVAQVAALASA- PLTRERIDARFDALCAEAAGASGAPLSEDALKRALRQLRTEV 95 
QADP-ARPALVAAAAAAGALDRAF LQQRLEHDLASGLSLP----------AAMRRLRNLV 92 
TARPEERQRLEQSLHHPFSLEDMQAFADWPALDAPEALAP-----------ALRRLRQAV 72 
I AHPEWLTELESQP--PQADEWQ HYAAWLQEALCNVSDEA-------GL ELRLFRRRI 97 
LRDPAMLLQLAGDGSLERSLAPDELCGQLAALLADCAQEE-------ELGRRLRRFRHRQ 173 
: * : * 
FAALAERDLSGAATLDEVTGAMTDFAEFAVRAAIAVI GQELGALHGQPVGQSSGEVQELV 154 
FCAVMERDLAGEADVAEVT G TDLAET TIQRALAVLSAELEVLYGEPRG-PHGERLSLG 154 
ICTLI TRDLDGRGDLDEVVTTMT GFADFAVQTH LAALMQEQTALYGLPIGEESGRPQEMI 152 
VARL I CRDLESLATLDEVVSTISQLAEFAVRQALACAAASLP-QYGRP I GEDSGEPQQLI 131 
MVRI AWAQTLALVTEESI LQQLS YLAETL IVAARDWLYDACCREWGTPCN-AQGEAQP LL 156 
QVRIVWRDI MRQAD LAETCRDLSELADACIDLACDWLYERLRARFGTPLGRRSGRPQRLV 233 
:: : * : * * 
VVGMGKLGGRELNVS SDIDLIFLYDEE GDT-QGGPR- PLSNHEYFTKLGRRLI NALADVT 212 
VVGMGKLGGRELNVS SDIDL IFIYEEDGET-AGGHRSP IATQEFFTRLGKRLI GALAEVT 213 
VLGMGKLGGGELNVSSDIDL IFVYPEDGDTRAEAGQKSLSNHEFFVRLGKKLI GALAEIT 212 
VI GMGKLGGGELNVS SDIDL IFI YPEGGET--DGAR- KISNHEYFTQVGKRLIALLNDAT 188 
I LGMGKLGGGELNFS SDID LIFAWP EHGCT--QGGRRELDNAQFFTRMGQRL I KVLDQPT 214 
VLGMGKLGAGELNLS SDIDL IFAYPEGGET--DGERRSLDNQEFFVRLGQKL I GALDA I T 291 
:: ****** *** . ******** : * * * : . :: * . : : * : : ** * 
EDGYVFRVDMRLRPNGDAGP LACSLGMLEEYFVVQGREWERYAWI KGRVI TDPGSPHAAR 272 
ADG YVFRVDMRLRPNGDSGPLVCSLGMLEEYFYVQGREWERYAWI KGRLVSEGTS DAAQR 273 
EDGFTFRVDMALRPNGNSGPLVASFNMVEEYLVRQGREWERYAWTKARALTGTPEDI AT- 271 
ADGQVFRVDMRLRPYGDSGPLVMSFAALENYLLSQGREWERYAWl KAKA I TGDADGLAQ- 247 
QDGFVYRVDMRLRPFGESGPLVLSFAALEDYYQEQGRDWERY KARIMGDSEGVYAN- 273 
VDGQAFRVDMRLRPYGSSGPLVHSFG EQYYQDQGRDWERY l KARVVG-GDREAGR- 349 
** . : **** *** * . :*** * : : * : * *** : ***** *. :: 
VI QQLERVTTPFVFRRYLDYGVlAAl RALHAQlRAEAAKRSNAANRQHGGH DS QVQAHAP 332 
LQKQLDAIVTP FVYRRYLDFGVI SAl RALHLQIRQEAQRRASMR-----------PDKAD 322 
----LEAI SRPFIFRRYLDYGS IDALRSMHGQ lRAEVKRQEALH-----------PDRSN 316 
-------LVRP FVYRKYLDYNAYG RGLHAQIRREVARR----------------DMAD 284 
---ELRAMLRP FVFRRYIDFSVI QSLRNMKGM IAREVRRR----------------GLTD 314 
---QLLELLRP FVYRRYLDFSAI EALRDMKQL I RQEVRRK----------------GMAD 390 
** :: * : *:* :. : : * .. * . . . 
Continua 
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C . violaceum 
E . coli 
A. vinelandi 
NIKLGRGGIREIEFVAQVFQL I RGGQDFGLRIRPTLEVLRAAAERGL I GADAVARLTDAY 
DIKLGRGGIREIEFSAQVFQL I RGGQDAGFRVRPTLAVLRHAATHGLI DT SVCVKLSQAY 
NVKLGRGGIREIEFTSQVFQL I RGGRDAELRDRS TRT TLRTLAAKDLLAP EVVEQLLHAY 
NIKLGPGGIREAEF IAQVFQL I RGGRDRTLQLRGTRATLERLAALRLLEPAAVAELQAS Y 
NIKLGAGGIREIEF IVQVFQL I RGGREPSLQSRSLLP TLSA I AELHLLSENDAEQLRVAY 
NVKLGAGGIREVEFVAQVFQL I HGGRDRSLQRRSLLEVLATLEGQGYLPPAAVAELREGY 
:: *** ***** ** ****** : ** :: . . * * * * 
RF LRQLEHRLQYVD DAQTHNLPGAPEDQLRIARMMGFADYAALVAQLERYQDEVAQQFEQ 
RF LRELEHRLQYRNDAQTHAMPVDPEERVALAHAMGCDDYAALMAKLDAHREFVEQQFDQ 
TF LRNLEHRLQYLEDAQTHTLP PDDLLLVARMMGYEEPAALLHELERQRAIVAAQFDA 
AFLRNLEHRLQYLD DQQTQT LPEAPETRQKIAASMGHADWPAFLDALNEVRRKVSRHFEQ 
LFLRRLENLLQSIND EQTQTLPSDELNRARLAWAMDFADWPQLTGALTAHMTNVRRVFNE 
EF LRYTEHALQAIADRQTQMLPDNELDRARVACMLGCAGWEAFLGRLAHWRERIDS HFRQ 
*** * . ** * ** . . * . * * * 
TFSDKQDNQPPCAA--------IWHADL LDDERTES-ARAQLLELGYADA--DSVLERLR 
I FADKVS GRDGCGAPEDGAAAWVWSSALADDSADDV-LQARLVELGVAEP--GELLARLR 
I FADKQSEADNDGP - - - ------ - SVSVSDNDNLEG-LADALRLVGFPEADIADGARRLH 
VFI LPSEDSASHPL----- - -----SELWLDVAEQS-PETRLAELGYADP --AAVARQLT 
LI GD--DESETQEES-----LSEQWRELWQDALQEDD TTPVLAHLSEDD R--KQVLTL IA 
VIAVP GEDEASEGRP-----VDAQWLPLWENGGDEAAVCRQLVEAGF AD P--QQVRQRLA 
* 
ASRHSPRYRALSEVSRQRFDLLINRALDHAARQTDAD---VTI ARFLDF FDAI SRRSSYL 
AVWQSSRYAGLAERSRQRFDI VAQRALEAARTLEPAERRGDTVARFFDLLEAVSRRGAYL 
LTWQSPRMQSLPEASRNRLNTVI NTS LPLLAALHYDQLP--ALGRLLDLLEAIARRAAYL 
GLAQSQRYLQMPLAGRKQLDALMPALI EVAARFPNAD---DTLSRI I GLMEAI SRRASYL 
DFRKELDKRTIGPRGRQVLDHLMP HLLSDVCAREDAA---VTLSRITALLVGI VTRTTYL 
ALRGGSQVRGMQRLGRERLDAFIPQLLARVVEQDAPD---LVLERVLPLVEAVARRSAYL 
. * : :: . .: * * : ** 
SLLSEYPQ RVAHTLHASRWAADYLTRHPQLLDELLDTEALSAAPDWQGFRERVRERL 
ALLTEYPQALHHVLSVLGGS RWAAGYLI RHPQL LDELLDDEAMDSP FDWPEFKRTLRLRL 
ALLTEYPYALQRLVRMI GAS GWAATYLTRHP LLLDELLDDRNLKAASDWAAFAENCRRQL 
ALLTEYPQTLQRLASLYSSSAWVSAYLSRHP ILLDELLDARMLYAAPDWPLLAAQLETQL 
EL LSEFPAALKHL I SLCAASPMIASQLARYP LLLDELLDPNTLYQPTATDAYRDELRQYL 
VLLTENPGALRRLLSLCAASPWIAEQIARFPLLLDQLLNEDRLYSPPQEAELVAELRELL 
** : * * :: :: : *.* *** : ** : 
RAAG- DHVEMQMDI LRQEH HAETFRI LLQDLQGMLTVEP I SDRLSDLADAVLDLTLETVW 
AAA--DGVEQQMDLLRHAHQAEVFRI LLI DLAGKLSVEHVSDRLSELADAVLDVTLEAVW 
ATAE-GDTERQLDI LRELHHAEQFRLLAQDLEGDLSVEKLADELSALADVLVQVTIEAVW 
AQAD-GDVEAKMDALRHFQHAQTFRLVAQDLAGMWTLEALSDELSRLADLVLAAAVRHAW 
LRVPEDDEEQQLEALRQFKQAQLLRIAAADI AGTLPVMKVSDHLTWLAEAMI DAVVQQAW 
LRI PEDDLEQQMEALRHFKLAHRLRVAASEIAGTLPLMKVSDYLTWLAEAILDQALRLAW 
* ::: ** . : * . : * : :: * : : * * : ** : : : . .. . * 
QQVS TRH---------REVPRFAVVAYGRLGGKELGYASDLDL IFLYD---------DDD 
RQLPKRH---------RDVPRFAVIAYGKLGGKELGYASDLDV IFLYD---------DTD 
QTVAQRH---------REVPQFAVIAYGKLGGKELGYASDLDVVFLYD---------DED 
RDI PSRH---------CETPRFAVI GYGKLGGKELGYASDLDI IFLYD---------DEH 
VQMVARYGKPNHLN- EREGRGFAVVGYGKLGGWELGYSSDLDL IFLHDCPMDAMTDGERE 
RQMVVRH GNPRRSDGSPCELDFLIVGYGKVGGIELGHGSDLDLVFI HDGNPQAETDGAKP 
* . * .. ** .. ** *** . **** .. * .. * 
ERAPEVYAAYARKLI TWLTSHTAAGMLF DVDTRLRPNGAAGLMVTHFEAFRRYQMREGD-
EAAAEVYSTYTRRLI TWLTTATGAGTLFDVDLRLRPNGESGLLVTDLDAFRRYQLREGDA 
QDAPGLYAKLAQRF I TWMTSHTPAGTLFDIDIALRPDGAS GLLVSPLSSFEKYQL-----
PDAPDLYSRLARKLS TWLTSATAAGVLYDIDLRLRPNGSSGLLVSSISAFRQYQE-----
IDGRQFYLRLAQRI MHLFSTRT SSGI LYEVDARLRPSGAAGMLVTSAEAFADYQK-----
IDGAQFFTRLGQRI VHLLTAQ TPS GQLYEVDMRLRPS GNAGLLVSSLGAFRRYQE-----
... * . * * ... * *** * . * .. * . ** 
-NAAWVWEHQALTRARFCAGDPEIGARFEALRI AVLRQPREAGP LRDEI AAMRERVLEGH 
ANTAWVWEHQALSRARYCAGDAGIGAKFEA I REQ TTPREAAPLAKEIVEMRERVEAGH 
-NAAWIWEHQALTRARFCAGDTAI GERFEALRERVLRQPRDPARLEEEVLSMRRRMREAH 
-NQAWVWEHQALTRARFVAGDAGIG SQFEAERHAILTLERDPAKLRDEV QRMLDS H 
-NEAWTWEHQALVRARVVYGDPQLTAHFDAVRREIMTLPREGKTLQTEVREMREKMRAHL 
-HEAWTWEHQALVRARALVGSPRLAAAFAEVRAQVLGRPRDLAVLRREVGDMRAKMRASL 

























































R . solanacearum 
B . fungorum 
H.seropedicae 
C . violaceum 
E . col i 
A. vinelandi 
R . solanacearum 
B . fungorum 
H.seropedicae 
C . vio l aceum 
E . coli 
A. vinelandi 
R.solanacearum 
B . fungorum 
H. seropedicae 
C . violaceum 
E . col i 
A. vine l andi 
ANPTP LF-------------DLKHDRGGMVD IEFTVQF LVLLHSAAYAELTRNAGNI ALL 884 
PNHTALF-------------DLKHDRGGMVD IEFTVQYWVLLHAASDPEL I RNTGN I ALL 886 
PNRS TMF----- --------DLKHDEGGMI DIEFMVQYLVLRHASDHPQLTGDIGNI ALL 865 
PAHDG---------------DVKNARGGI I DIEF IVQYLILAHAKTLPALTGNTGN I ALL 827 
GNKHRDR------------FDlKADEGGITDIEF I TQYLVLRYAHEKPKLTRWSDNVRI L 883 
GTSSTAAGTAENAFEATVSFNLKQDAGGI VD IEFMVQYAALAW SHQHPELLRYTDNIRI L 974 
: : * ** : **** .* : * . * : : * 
RMAGELGL I DAARAARVADAYRDFRARQ HKLRLDGQSAARVPAGTCAHEAAHVRALWEQV 944 
REVSRFGLMSEAEAETVGAAYRTYRKLQHKLRLDGMEKARVEPALVATEREAVLGLWKRV 946 
KLAGQLGL I DALLADEAANAYRLFRKLQ HQIRLQGS ERAHIDAI RVEHERACV I RLWQQV 925 
AVAAEAGL I DRRLAEDARAAYRLYRRLQHSARLNDRKTVEVDES- LRTAYARGRE LWRQV 886 
EL LAQNDIMEEQEAMALTRAYTT LRD ELH HLALQ-ELPGHVSEDCFTAERELVRASWQKW 942 
DGLAQAGLLP CDEVRLLQEAYKT YRAAAHRLALQ-KQPGVVGGDRFRDERRAVMRI WREL 1033 
. . . .. * : * 
FGS IDAASPTP 955 
FG----- - -- - 948 
FG--------- 927 
FEQALDFS--- 894 
LVEE------ - 946 
GLS-------- 1036 
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Três regiões conservadas foram identificadas: 1) retângulo verde: provável sítio de desadenililação; 
2) retângulo laranja: possível sítio para PIIIPII-UMP; e 3) retângulo azul: provável sítio de 
adenililação. Os asteriscos (*) representam aminoácidos iguais, os dois pontos (:) aminoácidos 
conservados e os pontos simples (.) aminoácidos semi-conservados. Legenda de cores: Vermelho: 
aminoácidos pequenos e hidrofóbicos; Azul: aminoácidos ácidos; Magenta: aminoácidos básicos; 
Verde:aminoácidos que possuem grupos OH e NH2• 
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FIGURA 14: Domínios estruturais da proteína GlnE 
a) Herbaspirillum seropedicae 
N-terminal C-terminal 
b) Ralstonia solanacearum 
N-terminal C-terminal 
c )Escherichia co/i 
N-terminal C-terminal 
A identificação dos domínios estruturais foi realizada pelo programa SMART. A Tanto a proteína 
G lnE de H seropedicae como as de R so/anacearum e E. co/i apresentaram dois domínios 
estruturais: um na região N-terminaJ correspondente ao sítio de desadeniJilação e outro na região C-
terminal correspondente ao sítio de adenililação. RPT indica domínios repetidos (do inglês 
RePea1). PF AM indica famílias de proteínas (do inglês Protein FAMilies). 
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4.3 Mutagênese do gene glnE 
o plasmídeo Hll foi utilizado para mutagenizar o gene gnlE através 
da inserção de um cassete de canamicina na região intennediária do gene. 
A seqüência de DNA obtida com o iniciador universal foi utilizada 
para a elaboração de um mapa de restrição eletrônico da região inicial do gene glnE 
com o propósito de se identificar sítios únicos para enzimas de restrição. Um sítio 
para a enzima Sall foi localizado e, apesar de existir um sítio para essa enzima no 
vetor pUCI8, ele foi escolhido como local para a inserção do cassete de canamicina 
(figura 15). Nessa região o gene glnE apresenta seqüências a montante e a jusante 
longas o suficiente para que ocorra pareamento no momento da recombinação 
homóloga. O sítio Sall também pode ser utilizado para liberar o cassete de 
canamicina intacto a partir do plasmídeo pUC4K (anexol). 
Para confmnar se o sítio de restrição para Sall era único no inserto, o 
DNA do clone foi tratado com a enzima Sall. Na foto da eletroforese (figura 16) 
pode-se visualizar duas bandas decorrentes da atividade da enzima Sall, uma banda 
com aproximadamente 4.000 pares de bases e outra com aproximadamente 400 
pares de bases. Esse padrão corresponde a apenas dois sítios de restrição e, como já 
era esperado, um deles está no vetor enquanto o outro está presente dentro da 
seqüência do gene glnE no plasmídeo H 11. A banda menor corresponde ao 
fragmento de DNA existente entre o sítio Sall do vetor e do inserto. A banda maior 
corresponde ao vetor pUCI8 (cerca de 2.700 bases) com o restante do inserto 
(aproximadamente 1.300 bases). 
A restrição total do plasmídeo H 11 com a enzuna Sall libera um 
pequeno fragmento de aproximadamente 400 pares de bases. Esse fragmento contém 
a parte inicial do gene glnE e uma pequena parte do vetor. Para se inserir o cassete 
no local desejado foi necessário se obter um fragmento derivado de restrição parcial, 
na qual apenas o sítio que fica dentro do gene glnE estivesse aberto. Com esse fun 
foi feito um sistema de restrição (item 3.8), do qual alíquotas de IOuL foram 
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retiradas nos tempos indicados (figura 17). O fragmento de DNA utilizado para a 
mutagênese foi aquele produzido durante a incubação de 15 minutos, pois nos 
tempos posteriores já havia sido formada uma banda maIS intensa de 
aproximadamente 4kb correspondente ao perfil de restrição total (figuraI6). O DNA 
incubado durante 15 minutos poderia se apresentar de 3 formas: 1) apenas o sítio no 
gene estar cortado (nosso objetivo), 2) apenas o sítio do vetor estar cortado e 3) 
ambos os sítios estarem cortados. 
FIGURA 15: Sítios de restrição para a enzima SaH existentes no plasmídeo 
Bll. 
Vetor 




A análise do mapa eletrônico de restrição indicou a existência um sítio Sall aproximadamente na 
base 390 da seqüência. Esse sítio (seta verde) foi utilizado como alvo para a inserção do cassete de 
canamicina. Também esta indicado o sítio Sall existente no vetor (seta azul). O mapa eletrônico de 
restrição foi elaborado com o auxilio do programa disponível no sítio (www.expasy.org). 
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1) Marcador de peso molecular 1 kb Ladder; 2) Plasmídeo Hll tratado com Sal!. 







1 2 3 4 5 6 
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1) marcador de peso molecular 1 kb Ladder; 2) alíquota coletada em 15 minutos; 3) alíquota 
coletada em 30 minutos; 4) aliquota coletada em 45 minutos; 5) alíquota coletada em 60 minutos; 6) 
plasmídeo HII fechado. O plasmídeo HII foi tratado com a enzima Sal!. Alíquotas de IOuL foram 
coletadas do sistema de restrição nos tempos de 15, 30, 45 e 60 minutos. 
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o plasmídeo pUC4K também foi tratado com a enzima de restrição 
SalI visando liberar o gene de resistência à canamicina do vetor. A foto da 
eletroforese (figura 18) mostra duas bandas, uma de aproximadamente 1,2kb, 
correspondente ao cassete de canamicina, e outra de aproximadamente 2,7kb, 
correspondente ao vetor. O DNA digerido com a enzima SalI foi então aplicado em 
gel de baixo ponto de fusão e a banda de 1,2kb foi extraída (item 3.7.1). 
O plasmídeo Hll digerido parcialmente com a enzima SalI foi 
misturado em um sistema de ligação com o DNA extraído do gel de baixo ponto de 
fusão correspondente ao gene de resistência a canamicina (banda de 1 ,2kb). A 
construção resultante desse sistema, assim como a restrição parcial do plasmídeo 
Hll, poderia se apresentar de 3 formas distintas: 1) o cassete de canamicina poderia 
entrar no sítio de restrição do gene glnE (figura 19a); 2) o cassete de canamicina 
poderia entrar no sítio de restrição presente no vetor (figura 19b); ou 3) o pequeno 
fragmento de DNA entre os dois sítios SalI poderia ser perdido e o cassete de 
canamicina entraria no seu lugar (figura 19c). Dessas três possibilidades, apenas a 
primeira era de interesse. 





Identificação das colunas: I) marcador de peso molecular I kb Ladder; 2) pUC4K tratado com SafI. 
A restrição do pUC4K com SafI originou duas bandas. Uma menor com cerca de 1,2kb, 
correspondente ao gene de resistência à canamicina, e outra banda maior com aproximadamente 
com aproximadamente 2,7kb correspondente ao vetor. 
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FIGURA 19: Possibilidades de inserção do cassete de canamicina no plasmídeo 
U11 
a) O cassete de canamicina poderia entrar no sítio SalI do inserto: 
Cassete de canamicina 
Safl 
Inserto de DNA 
de H. seropedicae 
b) O cassete de canamicina poderia entrar no sítio SalI do vetor: 
Cassete de canamicina 
SalI 
Inserto de DNA 





c) O fragmento de 400 pares de bases entre os sítios SalI poderia ter sido perdido e o 
cassete de canamicina entraria no seu lugar: 
Cassete de canamicina 
Fragmento perdido 
Inserto de DNA 




o sistema de ligação foi eletroporado na estirpe DH10B de E. co/i 
(item 3.6). As bactérias transformadas foram plaqueadas em meio sólido contendo o 
antibiótico canamicina para seleção de clones que continham o gene de resistência à 
canamicina. Como resultado foram isoladas 41 colônias que foram coletadas e 
transferidas para uma placa mestra. Os plasmídeos foram purificados (item 3.3.1) e 
passaram a compor a série pHF. 
A identificação dos clones pHF que possuíam o plasmídeo com o gene 
glnE mutado foi feita através de análise do padrão de restrição do DNA (item 3.3). 
Nesse procedimento foram usadas as enzimas de restrição XbaI e SacI com a 
intenção de liberar o inserto do vetor, já que essas enzimas cortam o vetor pUC18 
mas não cortam o inserto. Para cada uma das três possibilidades de inserção do 
cassete de canamicina nos sítios SalI do plasmídeo Hll (figura 19a, 19b e 19c), 
havia um padrão de restrição diferente: 
1) Se o cassete de canamicina entrasse no sítio SalI do inserto, a restrição com 
XbaI e SacI apresentaria duas bandas, uma correspondente ao vetor pUC18 
com aproximadamente 2.700 pares de bases e outra banda com 
aproximadamente 3.000 pares de bases correspondentes ao inserto mais o 
cassete de canamicina. 
2) Se o cassete de canamicina entrasse no sítio SalI do vetor, a restrição 
apresentaria também duas bandas, mas de tamanhos diferentes das bandas 
anteriores. Uma banda, correspondente apenas ao inserto, teria 
aproximadamente 1,7KB enquanto a outra banda, formada pelo vetor pUC18 
mais o cassete de canamicina, teria em tomo de 3,9kb. 
3) Se o fragmento de 400 pares de bases entre os sítios SalI do vetor e do inserto 
fosse perdido e o cassete de canamicina entrasse em seu lugar, apenas uma 
banda de aproximadamente 5,2kb poderia ser vista, já que junto com o 
fragmento de 400kb também seria perdido o sítio para a enzima SacI. 
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Dos 41 clones analisados, cinco apresentaram o padrão de restrição 
descrito na primeira possibilidade: pHFI6, pHF30, pHF33, pHF36 e pHF38. Na 
figura 20 pode-se observar o padrão de restrição destes clones. 
O clone pHF16, contendo o plasmídeo com o gene glnE mutado, foi 
selecionado para a obtenção de um mutante glnE cromossomal de H seropedicae. 
Este plasmídeo foi introduzido na estipe selvagem SMRl de H seropedicae por 
eletroporação (item 3.6). As células mutantes foram selecionadas em meio NFbHPN 
sólido contendo os antibióticos estreptomicina (marca da estirpe selvagem SMR1) e 
canamicina. O antibiótico canamicina foi usado em uma alta concentração de 
0,5mglrnL, superior àquela utilizada para E. coZi (0,05mglrnL), pois H seropedicae 
possui uma resistência natural à canamicina. Sessenta e oito colônias foram isoladas 
e transferidas para uma placa mestra. Essa nova estirpe foi denominada HEL 1 a 
HEL68. 
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123 4 5 6 
2,7kb 
1) marcador de peso molecular 1 kb Ladder; 2) pHFI6; 3) pHF30; 4) pHF33; 5) pHF36; 6) pHF38. 
A restrição do DNA dos clones pHFI6; pHF30; pHF33; pHF36 e pHF38 com as enzimas XbaI e 
SacI originou duas bandas: uma com 2,7kb correspondente ao vetor pUC18 e outra com 
aproximadamente 3kb correspondendo ao inserto de DNA de H seropedicae mais o cassete de 
canamicina. Esse padrão confirma a mutação no plasmídeo Hll. 
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A confirmação da mutação no gene glnE foi feita através de 
hibridização. Para tanto, o DNA genômico da estirpe selvagem SMRI e das estirpes 
mutantes RELI a HEL5 foi extraído (item 3.3.2) e submetido à digestão total com a 
enzima de EcoRI gerando um padrão de bandas. O DNA digerido foi hibridizado 
com uma sonda específica que, nesse caso, tratava-se do plasmídeo pHF 16 também 
digerido com EcoRI. A mutação em glnE foi confirmada pela presença de uma 
banda eletroforética de aproximadamente 3kb nas estirpes RELI a REL5, 
correspondente ao gene glnE mais o cassete de canamicina, que está ausente na 
estirpe selvagem SMRI 
O perfil de hibridização permitiu observar que a mutagênese das 
estirpes RELI e REL2 ocorreu por dupla recombinação. A estirpe selvagem SMRl 
apresenta uma banda hibridizada, correspondente ao gene glnE de aproximadamente 
1,8kb. Nas estirpes mutantes HELI e HEL2 essa banda teve um acréscimo de I,2kb 
em relação à estirpe selvagem SMRI. Esse acréscimo corresponde ao cassete de 
canamicina (figura 21). As outras estirpes mutantes apresentaram um perfil de 
bandas distinto e indicativo de que tenha ocorrido apenas simples recombinação 
(dados não mostrados). 
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Figura 21: Confirmação da construção de estirpes mutantes para o gene glnE 
em H. seropedicae. 
As estripes mutantes HELl e HEL2 apresentam uma banda com aproximadamente 3kb que está 
ausente na estirpe selvagem. Essa banda corresponde ao gene glnE mais o cassete de canamicina. A 
sonda utilizada para hibridizar o DNA foi o plasmídeo pHF16 tratado com a enzima EcoRI. 
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4.4 Caracterização fisiológica dos mutantes 
A capacidade de fixação de nitrogênio dos mutantes foi avaliada (item 
3.10). A estirpe mutante RELI apresentou uma redução de aproximadamente 29,5% 
na capacidade de fixação de nitrogênio em relação à estirpe selvagem SMRI (tabela 
2). Espera-se que com o gene glnE inativo, a glutamina sintetase sintetizada 
permaneça na sua forma desadenililada, ou seja, na forma ativa, mesmo em um meio 
com excesso de amônio. A regulação da atividade de GS por adenililação é gradual, 
isto é, a atividade diminui de acordo com o número de subunidades de GS que estão 
adenililadas ficando totalmente inativa quando as doze subunidades estão 
adenililadas. Desse modo a estirpe selvagem SMRI pode vir a apresentar uma 
atividade de GS reduzida em relação ao mutante devido a adenililação de somente 
algumas subunidades. Sugerimos que no mutante REL 1, a manuteção de GS na 
forma ativa possa acarretar um acúmulo maior de glutamina intracelular. Uma vez 
que altos níveis de glutamina intracelular indicam uma condição de excesso de 
nitrogênio e estimulam atividade removedora de UMP de GlnD, GlnD desudirililada 
converte PU-UMP em PU livre. Em sua forme livre, PU se liga a NtrB estimulando 
sua atividade fosfatase que converte NtrC-P em NtrC. Dessa forma NtrC não pode 
ativar a transcrição do gene nifA o que acaba por reduzir a transcrição dos genes 
estruturais do complexo da nitrogenase e, consequentemente, a fixação de nitrogênio 
no mutante glnE (tabela 2). 
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TABELA 2: Efeito da mutação em glnE sobre a atividade da nitrogenase em H. 
seropedicae 
Estirpe Condições Tempo de Atividade específica 
incubação (l1ID01 de etileno 
formado/proteína.min) 
SMRl 20mMNR4+ 60 minutos 0,09 ± 0,03 
SMRl 0,5mM glu 60 minutos 15,94 ± 1,81 
RELI 20mMNH4+ 60 minutos 0,08 ± 0,01 
RELI 0,5mM glu 60 minutos 11,24 ± 1,16 
Os dados se referem a 4 repetições. 
56 
5. CONCLUSÃO 
• O plasmídeo HS03-FP-00-000-OI4-Hll, contendo um fragmento do gene 
glnE de H seropedicae, foi identificado no banco de dados do Programa 
GENOPAR; 
• A transcrição do gene glnE de H seropedicae provavelmente dependente de 
dois possíveis promotores dependentes do fator sigma 54 e um dependente do 
fator sigma 70; 
• Através do experimento de mutagênese sítio dirigida foram obtidas estirpes 
mutantes de H seropedicae para o gene glnE denominadas RELI e REL2; 
• Aparentemente, a capacidade de fixação de nitrogênio da estirpe mutante foi 
afetada pela mutagênese do gene glnE. 
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ANEXOS 
ANEXO 1: Mapa do plasmídeo pUC4K 
pUC4K 
988 !cp 
o plasmídeo pUC4K foi usado como fornecedor do gene de resistência a canamicina. Os sítios SalI 
utilizados para a restrição estão indicados nos retângulos vermelhos. 
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